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RESUMEN

Antonio Betancourt Aranguré

La produccion de guanabana en Nayarit, México se ve limitada por diversas
enfermedades fungicas, sin embargo, antracnosis es considera la enfermedad de
mayor importancia econémica, ya que provoca necrosamiento y pérdida de brotes
vegetativos tiernos, hojas, inflorescencias y frutos todo el afio. Los pétalos de las
inflorescencias afectadas muestran pequefias lesiones de color café a negro, las
cuales se agrandan y hunden, causando la caida prematura de pétalos e inclusive la
pérdida total de la estructura floral. En el presente estudio se evalud la incidencia de
antracnosis en inflorescencias de guanabana, se identificaron hongos asociados con
antracnosis, se determiné el agente causal con pruebas de patogenicidad e
identificacion molecular, y se llevé a cabo la evaluacion antagdnica in vitro sobre
Colletotrichum theobromicola Delacr, causante de antracnosis en inflorescencias con
nueve cepas de microorganismos (Bacillus amyloliquefaciens, B. methylotrophicus, B.
subtilis, Trichoderma asperellum, T. harzianum, T. longibrachiatum, Streptomyces sp.
(A7), S. tubercidicus (A19), y S. viridochromogenes (A27)) y siete fungicidas
comerciales Maxtrobyn® (azoxistrobin SC), ExCitrus® (Extracto citrico + quercetina),
Canelys® (Extracto de Cinnamomum zeylanicum), Hidrocu® PH (Hidréxido de cobre),
Pull75WG® (6xido cuproso), Score® 250 EC (Difenoconazol) y Switch® 62.5 WG
(cyprodinil + fludioxonil). Los resultados mostraron que la antracnosis esta presente en
inflorescencias todo el afio y puede tener incidencia de 72 % de julio a octubre. Se
encontré una correlacion de la incidencia de antracnosis con la precipitacion pluvial de
0.73 y 0.74, para los municipios de San Blas y Compostela, respectivamente. Se
identificaron ocho géneros de hongos (Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiplodia,
Cladosporium, Ovulariopsis, Aspergillus, Sclerotium y Penicillium) asociados a la
antracnosis, de los cuales solo Colletotrichum fue patogénico y se identificd
molecularmente como Colletotrichum theobromicola Delacr. Los nueve antagonistas
mostraron actividad antifingica, donde destac6 el género Streptomyces al inhibir mas

del 90 % el crecimiento de C. theobromicola. Siendo la cepa A27 la mas efectiva (100
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%), seguida por las cepas A19 (96.18 %) y A7 (90.4 %). Las cepas de Trichoderma
inhibieron a C. theobromicola en valores superiores al 80.48 %. Mientras que del
género Bacillus, B. methylotrophicus presenté mayor inhibicién del crecimiento radial
de C. theobromicola (74.46 %), seguido por B. amyloliquefaciens con 72.83 % y B.
subtilis con 62.51 %. Los fungicidas Canelys®, Hidrocu® PH y SCORE® 250 EC fueron
los mas eficaces al inhibir por completo (100 %) el crecimiento in vitro de C.
theobromicola. ExCitri® y Maxtrobyn® fueron los menos efectivos, sin embargo,
mostraron porcentajes de inhibicion superiores al 47.43 %. Con base en estos
resultados, se confirm6 un nuevo registro de C. theobromicola en guanabana en
México, los nueve microorganismos antagonistas y los fungicidas Canelys®, Hidrocu®
PH, SCORE® 250 EC, Pull75WG® y Switch® 62.5 WG podrian ser una alternativa
potencial para el control biolégico y quimico de antracnosis en campo, como parte de

un esquema de manejo integrado en el cultivo de guanabana.



CAPITULO |
INTRODUCCION

La guanabana (Annona muricata L.) (Magnoliales: Annonaceae), es una de las
especies de anonaceas mas cultivada en México, con 3,527.43 ha y un rendimiento
promedio de 10 t ha™. Nayarit es el principal estado productor a nivel nacional,
responsable del 75.6 % correspondiente a una produccion de 21,810.86 t (SIAP, 2017).
La guandbana es importante en la dieta humana por sus aportes caldricos,
carbohidratos, grasa, proteina, calcio, potasio, hierro y vitamina C (Ramirez y Pacheco,
2011). Razon por la cual se usa en la industria alimentaria para helados, refrescos,
yogurt y vino (Bolsher y Cordero, 2003; Bobadilla et al., 2005; Okigbo y Obire, 2009;
Hernandez et al., 2014a; CONABIO, 2017).

Ademas, se ha demostrado que sus aceites esenciales tienen propiedades
medicinales e insecticidas. Sin embargo, la produccion de este frutal al igual que la
mayoria de los cultivos agricolas, se ve limitada debido a enfermedades fungicas
como: pudricién de raices causada por Phytophthora sp., secamiento de ramas por
Diplodia sp., mancha de las hojas por Scolecotrichum sp., y antracnosis en tallos,
hojas, brotes, ramas jovenes, pedunculos, inflorescencias y frutos causadas por
alguna (s) de las 22 especies de Colletotrichum (Alvarez et al., 2002; Weir et al., 2012;
Hernandez et al., 2014b).

En relacion a éstas, la antracnosis es la enfermedad de mayor importancia
econdémica en A. muricata, dado que esta presente todo el afio, inclusive en forma
quiescente en el arbol, reduce la lamina foliar, provoca pérdida de inflorescencias,
necrosamiento de frutos y es altamente infectiva en condiciones de humedad relativa
alta (= 90 %) y en periodos de precipitacién (Ronddn, 1999; Villanueva et al., 2006;
Andrades et al., 2009; Hernandez et al., 2014a). Por lo que, a mayor precipitacion
pluvial, mayor sera la severidad (94-97 %) (Andrades et al., 2009). Esta enfermedad
también afecta a otros frutales como: mango (Mangifera indica L.), aguacate (Persea
americana Mill.), limén (Citrus x aurantifolia), papaya (Carica papaya L.) y manzano
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(Malus domestica Borkh.) (Guevara et al., 2004; Carrillo et al., 2005; Arango et al.,
2008; Barquero et al., 2013; Trinidad et al., 2017).

Los pétalos de las inflorescencias afectadas por Colletotrichum spp. muestran
pequefias lesiones de color café oscuro, las cuales se agrandan y hunden torndndose
negras (acérvulos), causando su caida prematura y por ende la pérdida total de la
estructura floral (Alvarez et al., 2002; Hernandez, 2013; Hernandez et al., 2014b). La
antracnosis causada por C. gloeosporioides puede disminuir hasta en 90 % el
rendimiento de guanabana (Pinto et al., 2005). Los dafios causados por hongos
fitopatdogenos establecen la necesidad de desarrollar fungicidas mas eficientes y
amigables con el ambiente, por lo que el desarrollo de nuevos métodos para su control
sigue siendo prioridad (Juarez et al., 2010). Entre las alternativas que han mostrado
potencial en el control de enfermedades se encuentra el uso de microorganismos

antagonistas como agentes de control biolégico (Carrillo et al., 2005).

Estos microorganismos han sido evaluados contra Colletotrichum spp. en
diversos frutales como manzana, papaya, aguacate y mango (Guevara et al., 2004;
Carrillo et al., 2005; Rondodn et al., 2006; Ruiz-Sanchez et al., 2014). Dentro de estos
microorganismos con potencial antifingico, destacan las bacterias del género Bacillus
debido a la produccién de compuestos antimicrobianos y enzimas liticas, entre otros
atributos (Ruiz-Sanchez et al., 2014). El género Trichoderma es uno de los
antagonistas mas estudiado para el control de hongos fitopatbgenos como son:
Moniliophthora, Colletotrichum, Phytophthora, Rhizopus, Alternaria, Stemphylium,
Fusarium, Lasiodiplodia, Botrytis, Penicillium, Aspergillus (Rodriguez y Veneros 2011;
Landero et al., 2016; Rios-Velasco et al., 2016; Tenorio y Mollinedo, 2016).

La importancia del género Streptomyces radica en la capacidad de producir
moléculas con aplicaciones en medicina, agricultura y veterinaria (Evangelista et al.,
2017). La cualidad méas importante de Streptomyces es la habilidad para producir
metabolitos secundarios bioactivos, especialmente antibidticos y otras moléculas

bioactivas; de los mas de 10,000 compuestos catalogados, poco mas de 7,600
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provienen de especies del género Streptomyces (Bérdy, 2005; De Lima et al., 2012).
Se ha estudiado la actividad antagdénica del género Streptomyces en hongos y
bacterias como: Phytophthora, Rhizoctonia, Fusarium, Alternaria, Colletotrichum,
Pseudomonas, Pectobacterium y Bacillus (Ortega et al., 1994; Castillo, 2004; Ezziyyani
et al., 2004; Chavarria et al., 2005; Rincon et al., 2014; Pérez-Corral et al., 2015;
Evangelista et al., 2017). Entre los principales mecanismos de accion por los cuales
las cepas de los géneros Bacillus, Trichoderma y Streptomyces evitan el
establecimiento y desarrollo de fitopatdgenos estan: la competencia por el sustrato,
micoparasitismo, excrecion de antibidticos, sideréforos, enzimas liticas, toxinas,
inactivacion de enzimas del patégeno y la induccion de la resistencia sistémica de la
planta (Infante et al., 2009; Villareal et al., 2017).

Por otra parte, en cultivos como mango, papaya, mora de castilla (Rubus
glaucus Benth.) y chile (Capsicum annuum L.) se ha probado una gran variedad de
productos comerciales para el control de antracnosis, desde formulaciones a base de
moléculas sintéticas y extractos vegetales. Entre los productos que han mostrado
potencial en el control de antracnosis se encuentran: difenoconazol, hidroxido de
cobre, mancozeb, azoxistrobina, prochloraz, extracto de lavanda (Zavala et al., 2005;
Arias y Carrizales, 2007; Santamaria et al., 2011; Gaviria et al., 2013; Pérez et al.,
2015; Linu y Jisha, 2017; Villacis et al., 2017).

Con base en lo anterior y a la escasa informacion existente respecto a la
antracnosis en inflorescencias de guanabana y su manejo en Nayarit, el objetivo del

estudio fue:

1.1 Objetivo general.

Determinar la incidencia de antracnosis en inflorescencias, identificar los
microorganismos asociados y patdogenos a antracnosis en inflorescencias de
guanabana en los municipios de Compostela y San Blas, Nayarit y evaluar alternativas

de control in vitro.



1.1.1. Objetivos especificos.
Evaluar la incidencia de antracnosis en inflorescencia de guandbana de agosto
2017 a julio 2018 en Compostela y San Blas, Nayarit, México.

Identificar morfolégica y molecularmente el agente causal de antracnosis en

inflorescencias de guanabana.

Evaluar el antagonismo in vitro de los géneros Bacillus, Trichoderma y
Streptomyces contra el agente causal de antracnosis en inflorescencias de

guanabana.

Evaluar el efecto in vitro de siete fungicidas comerciales para el control de

antracnosis.

1.2 Hipétesis.
La antracnosis en inflorescencias de guanabana estara presente todo el afio,

registrandose mayor incidencia en el periodo humedo.

La antracnosis en inflorescencias de guanabana en Nayarit, es causada por al

menos una especie del género Colletotrichum.

Al menos un microorganismo antagonista inhibira en 70 % el crecimiento in vitro

del agente causal de antracnosis en inflorescencias de guanabana.

Al menos un fungicida comercial inhibira en 100 % el crecimiento in vitro del

agente causal de antracnosis en inflorescencias de guanabana.



CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA

2.3 Importancia de la guanabana en el mundo.

La guanabana es una especie de distribucion tropical en altitudes de 0 a 900 m.
Se distribuye mundialmente en las regiones del caribe (Bermudas, Bahamas, Cuba,
Republica Dominicana, St. Vincent, Granada), Centroamérica (Costa Rica),
Sudamérica (Colombia, Venezuela, Brasil), y en paises como; Vietham, Australia,
Nueva Zelanda, Africa, el sureste de China, en las islas del Pacifico y el sur de México
(Hernandez et al., 2013).

En el panorama mundial del cultivo de guanabana destaca el continente
americano siendo México, Brasil, Venezuela, Nicaragua, Colombia, Costa Rica y Peru
los principales productores, aunque se conoce que el cultivo se ha extendido hasta
Europa, Asia, Africa y Australia, los principales exportadores de pulpa son México,
Brasil y Perl, donde los importadores mas importantes de pulpa son Estados Unidos
y Esparia (Alvarez et al., 2002; Benavides, 2004; Yamarte et al., 2004; Andrades et al.,
2009; Braga, 2014; Costa et al., 2016).

2.4 Importancia de la guanabana en México y Nayarit.

En México el cultivo de la guanabana es la actividad de mayor importancia en
anonaceas. Para el 2017 el pais contaba con una superficie plantada de 3527.43 ha
con un volumen de produccion de 28,853.66 t y un valor de produccion de 246 millones
de pesos. El rendimiento promedio fue de 10 t ha™ y el precio rural de $ 8,531.45 t.
Entre los Estados productores mas importantes se encuentran Nayarit con 2,529.94,
Colima con 380.69, Michoacan con 241, Guerrero con 179, Veracruz con 83.5y Puebla
con 49 ha, respectivamente (SIAP, 2017).

Para el 2017 Nayarit contaba con una superficie plantada de 2,529.94 ha con
un volumen de produccion de 21,810.86 ty un valor de produccion de $ 199.6 millones.
El rendimiento promedio fue de 10.4 t ha™ y el precio rural de $ 9,152.53 t. Destacando
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el municipio de Compostela con 2,445 ha seguido de San Blas con 52.4, Bahia de
Banderas con 14, Tepic con 12 y Xalisco con 6.54 ha, respectivamente (SIAP, 2017).

2.5 Guanabana (Annona muricata L.)

La familia Annonaceae comprende 130 géneros y aproximadamente 2,300
especies, dentro de esta familia, los cuatro géneros de mayor importancia econdmica,
por su calidad fruticola y potencial farmacéutico, son Annona, Rollinea, Uvaria y
Asimina. El género Annona comprende alrededor de 120 especies de clima tropical y
subtropical (Hernandez et al., 2014a). Siendo A. squamosa, A. cherimola y A. muricata
las mas importantes a nivel comercial (Castro, 2007). De acuerdo al Sistema Integrado
de Informacion Taxondmica (SIIT)-CONABIO actualmente se han aceptado para

México 13 géneros y 37 especies de la familia Annonaceae (Andrés y Andrés, 2011).

2.5.1 Fenologia floral del cultivo.
De acuerdo con Yamarte et al. (2004) la fenologia floral de la guanabana, se

describe a continuacion.

Estado I: yema floral incipiente < 1 mm de longitud, redondeada a los 15 d.
Estado II: boton floral de 1 a 5 mm de longitud, con peddnculo definido (15 d). Estado
[ll: botdn floral de 5 a 10 mm de longitud, céliz y pétalos pubescentes y sedosos
definidos (12 d). Estado IV: botdn floral de 10 > 20 mm de longitud, céliz y pétalos
definidos, color verde intenso (9 d). Estado V: flor >20 mm de longitud, pétalos de color
amarillo-verdoso (4 d). Estado VI: antesis flor semiabierta, con pétalos de tonalidad
opaca (amarillento), corrugados, con apertura floral en la punta o borde distal de los
pétalos (4 d). Estado VII: flor abierta con su primer juego de pétalos proyectandose
hacia fuera, de color amarillo crema (4 d). Estado VIII: desprendimiento de los pétalos
externos e internos (flor desnuda) (28 d). Estado IX: erizamiento o frutillo (98 d).

Las inflorescencias de esta especie se abren al amanecer, cuando las anteras
estan iniciando la expulsion de polen; los pétalos externos caen algunas horas

después, y los internos duran unos dias mas o a veces caen juntos. La floracion es
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continua durante el afio. Esta especie también tiene una polinizacion natural ineficiente
y con frecuencia produce frutos deformes o asimétricos; por lo tanto, la practica de la
polinizacion asistida tiene gran importancia en el manejo de huertos (Hernandez et al.,
2013).

2.5.2 Descripcion y uso del fruto de guanabana.

La guanabana produce frutos ovalados, conicos o en forma acorazonada, de
color verde oscuro a verde claro cuando estan maduros. La cascara es delgada, el
fruto es carnoso, tiene protuberancias consideradas popularmente como “espinas”.
Frutos grandes de 0.9 a 10 kg. La pulpa es blanca, algodonosa, fibrosa y el jugo se
asemeja al de la chirimoya. El sabor es mas acido y menos dulce que el de chirimoya.
Tiene 127 a 170 semillas. Las semillas son téxicas, el tamafio varia entre 1 cmy 2 cm
de longitud, de color negro poco después de poscosecha, y cambian a un color marrén
obscuro més tarde (Andrés y Andrés, 2011). La fruta se puede consumir fresca, cocida
0 asada para postre cuando esta completamente madura, o mezclada con leche o
helado como bebida o yogurt. El concentrado de la pulpa con azucar se utiliza para
hacer conservas, jaleas, mermeladas, gelatina, refrescos, néctar o jarabes (Boshler y
Cordero, 2003).

2.6 Generalidades del cultivo.

El &rbol presenta una altura hasta de 6 m y diametro de 15 cm, la corteza
externa es de color castafia, un poco liza y la parte interna es de color rosado y sin
sabor. El follaje es siempre verde con caracteristicas aroméaticas y gustativas muy
agradables. Las hojas son alternas oblongas u ovaladas, de punta corta en ambos
extremos, ligeramente gruesas y de color verde lustroso en el haz, el envés es de color
verde palido con diminutos orificios redondos que despiden un olor fuerte al estrujarse
(Benavides, 2004).

Se desarrolla favorablemente en zonas donde las temperaturas oscilan entre 21
y 30 °C (Rodriguez et al., 2010; IIFT, 2011). Esta especie se adapta a una amplia gama

de suelos, con diferentes niveles de profundidad y textura; desde los francos, franco



arcilloso, franco limoso y franco arenoso (INIAP, 2018). Las plantaciones existentes en
México se han establecido a partir de arboles provenientes de semilla, sistema no
recomendable ya que las plantas son diferentes genéticamente y la mayoria se
caracterizan por presentar un periodo juvenil largo, floracién irregular y frutos de mala
calidad (Becerra et al., 2015). Las semillas se deben tomar de frutos completamente
maduros de plantas de buena produccion y en buenas condiciones sanitarias (Boshler
y Cordero, 2003). Es una especie tolerante a la sequia y la produccion es de
temporada, sin embargo, un manejo tecnificado del cultivo perseguira una produccion

continua a través del afio (INIAP, 2018).

En anonaceas se han adoptado dos sistemas principales de formacién: en copa
abierta y en eje central. Los cuales permiten tener una mayor densidad de siembra y
arboles de menor altura, facilitando las labores de manejo. La poda de mantenimiento
conserva el equilibrio de la estructura del arbol mediante la eliminacién de brotes que
crezcan de manera vertical y ramas que se entrecrucen o se dirijan hacia el suelo. Es
necesario después de cada cosecha, realizar una poda sanitaria para eliminar ramas
y frutos dafiados o con problemas fitosanitarios (Guerrero y Fischer, 2007). Otras
podas posteriores solo se hacen por motivos sanitarios, ya que una copa abierta y
ventilada, sin exceso de humedad, es menos afectada por la antracnosis (Boshler y
Cordero, 2003).

2.7 Antracnosis en guanébana.

La antracnosis es causada por Colletotrichum, un hongo que ataca hojas,
ramas, inflorescencias y frutos, produciendo la podredumbre negra del fruto, muy
comun en la época de lluvias (Boshler y Cordero, 2003). El sintoma de esta
enfermedad consiste en una necrosis que se presenta en hojas, por lo general circular,
de color oscura, que puede o no estar limitada por las nervaduras. Estas lesiones
frecuentemente se unen para formar grandes extensiones atizonadas (Nava et al.,
2000).



En el caso de guanadbana, las pérdidas por enfermedades se presentan en
campo (precosecha) al disminuir las plantas y sus productos (frutos), asi como durante
el almacenamiento de los frutos (poscosecha). Varias enfermedades afectan a la
guanabana, sin embargo, destaca la antracnosis, la cual requiere de un manejo
especial para que no disminuya el rendimiento y se garantice la comercializacion de la
fruta (Hernandez et al., 2013). Se han reportado especies de Colletotrichum como
agentes causantes de antracnosis en cultivos como; Chirimoya, limon, mango,
aguacate, banana, papaya, carambola, manzana, entre otros (Villanueva et al., 2006;
Guillen et al., 2007; Arango et al., 2008; Villanueva et al., 2008; Huerta et al., 2009;
Zakaria et al., 2009; Barquero et al., 2013; Ruiz et al., 2014).

2.7.1 Antracnosis en inflorescencias de guanabana.

Los pétalos de las inflorescencias afectadas muestran pequefias lesiones de
color café oscuro. Posteriormente las lesiones se agrandan y hunden con rapidez,
tornandose negras. Cuando hay alta humedad relativa puede observarse una
coloracién rosa salmén en el area necrosada; efecto originado por las masas de
conidios producidas por el hongo que se encuentra infectando los tejidos. Estas
manchas provocan la caida prematura de pétalos, lo que afecta el amarre del fruto y
la polinizacion, pueden presentarse lesiones en el peddnculo, causando la pérdida de

toda la estructura floral (Alvarez et al., 2002; Hernandez, 2013).

2.7.2 Patogénesis de la antracnosis.
De acuerdo con Villanueva et al. (2006), la patogénesis de la antracnosis se da

de la siguiente manera:

Preinfeccion: La patogénesis se inicia con la germinacion de los conidios 6 a
9 h después de la inoculacion. Los conidios germinan sobre la superficie, la adhesion
de los conidios en la superficie del hospedante podria estar directamente relacionada
con la naturaleza de las ceras epicuticulares, tales ceras podrian favorecer la
germinacion. El proceso de germinacion involucra la formacion del tubo germinativo,

emitido en uno o ambos extremos del conidio. En los extremos de los tubos



germinativos se forma un apresorio globoso o clavado 12-24 h después de la
inoculacion, que se tornan café a las 24 h. Frecuentemente se observa la produccion
de polifenoles café o castafio en las células epidermales que tienen contacto con los

conidios (Villanueva et al., 2006).

Infeccion: La penetracion del hongo es directa a través de una punta de
penetracion desarrollada en la base del apresorio. La penetracion tiene lugar en las
células epidermales y en las células de los tricomas 24-48 h después de la inoculacion.
Esto demuestra que la susceptibilidad de variedades de anonaceas al hongo puede
estar asociada con elevadas cantidades de tricomas, ya que estas estructuras no
evitan que el hongo penetrara al fruto (Villanueva et al., 2006).

Colonizacién: Puede o no observarse la fase de latencia del hongo en la etapa
de apresorio. La colonizacién del hongo es inter e intracelular y avanza de las células
epidermales y tricomas al mesocarpio. En los tricomas se observa como la hifa del
hongo crece hacia la célula basal y de ésta al parénquima. En las células epidermales
se induce la produccion de polifenoles al contacto de los conidios con la cuticula sobre
la pared de las células, y también cuando la hifa del hongo penetra al citoplasma. A
las 48-72 h las células dispuestas mas hacia la superficie del fruto colapsan. Después,
se observan los primeros sintomas macroscopicos: lesiones necréticas café o café
oscuro, con bordes delimitados, hundidas, tipicas de antracnosis y en ellas se
producen conidios y conidioforos cortos libres que constituyen una fuente de in6culo

secundario (Villanueva et al., 2006).

Conforme los tejidos son colonizados por el hongo, los polifenoles rojos y
guindas se metabolizan quedando los primeros dispuestos en las paredes celulares,
por lo que las alteraciones son mas evidentes en la zona dafada; en contraste, los
guindas se tornan café y permanecen en el citoplasma. Es probable que la alteracion
metabdlica de los compuestos fenélicos ocasione la muerte celular, y ésta, junto con
los polifenoles, sean los responsables del color y del limite de la lesion. En infecciones

mas desarrolladas que alcanzan la epidermis interna del mesocarpio, se induce
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hiperplasia celular con la diferenciacién de abundantes esclereidas y células taniferas.
En este estado de desarrollo de la lesion (72 h) se observa que el hongo establecido
en la superficie produce un estroma micelial, del cual se desarrolla el acérvulo
(Villanueva et al., 2006).

Los acérvulos son subcuticulares y subepidermales y su erupcion se lleva a
cabo por setas de 4-9 septos que producen una gran cantidad de conidios una vez
emergidas, pero la mayor produccion de conidios ocurre en conidiéforos cortos
acervulares embebidos en masas gelatinosas anaranjadas. Asi, el ciclo de la
enfermedad por C. fragarie se completa en 72 h. La produccion de in6culo secundario
es mucho mas rapida que la de C. gloeosporioides. La produccién excesiva de nueva
fuente de inéculo por C. fragariae puede aumentar significativamente el progreso de la
enfermedad en campo cuando las condiciones de humedad y temperatura son

favorables para la infeccion (Villanueva et al., 2006).

2.7.3 Ciclo bioldgico de antracnosis.

La antracnosis se presenta con mayor severidad durante el periodo de lluvias,
temperaturas maximas de 31 °C y minimas de 24 °C y con valores de humedad relativa
superiores al 90 %. En condiciones del tropico seco, la lluvia es el factor mas
importante que se relaciona con la incidencia y severidad de la enfermedad. Los
conidios son la fuente principal de in6culo, estos se adhieren a las células epidermales
y tricomas, los conidios son liberados solamente cuando el acérvulo o la masa de
conidios esta en contacto con el agua, ya que tanto las gotas de lluvia como del rocio
los salpica y dispersa. También pueden ser diseminados por insectos o herramientas
de cultivo (Orozco et al., 2006).

La infeccion del hongo se lleva a cabo mediante la penetracion directa en hojas,
brotes, frutos e inflorescencias, en donde el micelio crece intercelularmente y produce
colapso y muerte de los tejidos. Tiene un periodo de incubacion muy corto; después

de la infeccion, los primeros sintomas pueden observarse en 3 a 5 d. En las areas

11



afectadas se pueden observar masas de conidios de color rosa que son la nueva

fuente de in6culo (Orozco et al., 2006).

2.8 Control de hongos fitopatdégenos.

El control de hongos fitopatégenos es de gran importancia econémica, ya que
estos reducen la cantidad y la calidad del producto, durante y después de la cosecha.
Los continuos dafios econdmicos causados por hongos establecen la necesidad
persistente de desarrollar fungicidas mas eficientes y amigables con el ambiente, por
lo que la busqueda y desarrollo de nuevos métodos para su control sigue siendo un

tema actual y necesario (Juarez et al., 2010).

2.8.1 Métodos preventivos.

Consiste en mantener el cultivo sano con base en practicas culturales
preventivas, como seleccion de materiales tolerantes o resistentes, cuarentenas y
saneamiento del cultivo, proporcionando a esté los requerimientos necesarios para su

optimo desarrollo (Becerra y Rosas, 2015).

2.8.2 Control quimico de antracnosis.

En el caso de guandbana, en México no se tienen agroguimicos registrados r
para guanabana por la Comision Federal para la Proteccion Contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) (COFEPRIS, 2018). Aun asi, se emplean agroquimicos que han
resultado eficaces en otros cultivos. Se controla con la poda y quema de las partes
afectadas, seguida por aspersiones periddicas de fungicidas carbamatos o a base de
cobre (Boshler y Cordero, 2003). En cultivos como mango, papaya, mora de castilla y
chile se han probado una gran variedad de productos comerciales para el control de
antracnosis, desde formulaciones a base de microorganismos hasta moléculas
sintéticas y extractos vegetales, entre los productos que han mostrado potencial en el
control de antracnosis se encuentran: difenoconazol, hidroxido de cobre, mancozeb
azoxistrobina, prochloraz, extracto de lavanda (Zavala et al., 2005; Arias y Carrizales,
2007; Santamaria et al., 2011; Gaviria et al., 2013; Pérez et al., 2015; Linu y Jisha,
2017; Villacis et al., 2017).
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Gaviria et al. (2013), obtuvieron 100 % de inhibicion in vitro de C.
gloeosporioides y C. acutatum con los fungicidas Score 250® EC (difenoconazol) e
Kocide® 101 (hidréoxido de cobre) en sus tres dosis, para Amistar® 50 WG
(azoxystrobin) los resultados variaron de 38.75 a 70 %. Linu y Jisha (2017) evaluaron
tres fungicidas in vitro para el control de C. capsici en chile, los fungidas evaluados
fueron carbendazim (0.05 %), mancozeb (0.2 %) y azoxystrobin (0.1 %), los resultados
obtenidos del porcentaje de inhibicidon fueron 64.12, 73.47 y 62.21 %. En papaya se
evaluo la sensibilidad in vivo e in vitro de C. gloeosporioides (Penz.) Sacc. a fungicidas
organosintéticos benomilo, imazalil, procloraz, azoxystrobin, metil kresoxim donde
procloraz resultd ser el mejor al obtener una severidad y efectividad promedio de 1.7
y 96.5 %, respectivamente, para azoxystrobin los porcentajes promedio fueron de 20.3
y 59.8 % (Zavala et al., 2005).

Azoxistrobina + ciproconazole en dosis de 50 g/100 L logré controlar la
antracnosis (C. gloeosporioides) por 20 d con incidencia por abajo del 25 % en frutos
postcosecha de mango (Arias y Carrizales, 2007). En un estudio realizado por Pérez
et al. (2015) para el control de antracnosis en Sansevieria trifasciata var. Hahnii.
causada por C. sansevieriae, azoxistrobina mostré un 100 % de proteccion de las
hojas, registrando también un 0 % de incidencia a los siete y once dias de evaluacion.
En frutos de papaya maradol, Azoxystrobin mostré 87.5 % de efectividad para C.
gloeosporioides y 3.3 % para C. dematium esto demuestra que la especie del patégeno
juega un papel importante a considerar al momento de establecer un manejo integrado

del cultivo (Santamaria et al., 2017).

2.8.3 Control biolégico de antracnosis.

Se entiende por antagonismo a la estrecha asociacion de dos 0 mas especies
gue viven juntas en simbiosis, donde estas especies sufren efectos adversos
(Rodriguez y Arredondo, 2007). Entre las alternativas que han mostrado potencial en
el control de enfermedades destaca el uso de microorganismos antagonistas (hongos

y bacterias) como agentes de control biologico (Carrillo et al., 2005). La eficacia de
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estos microorganismos contra Colletotrichum spp. ha sido probada en diversos frutales
COmMO manzana, papaya, aguacate y mango (Guevara et al., 2004; Carrillo et al., 2005;
Rondon et al., 2006; Ruiz-Sanchez et al., 2014). Dentro de estos microorganismos con
potencial antifingico, destacan los géneros Bacillus, Trichoderma y Streptomyces
debido a la produccion de compuestos antimicrobianos, metabolitos secundarios
bioactivos, enzimas liticas, la competencia por el sustrato, micoparasitismo, antibiosis,
desactivacion de enzimas del patégeno, entre otros (De Lima et al., 2012; Ruiz-
Sanchez et al., 2014; Infante et al., 2009).

El género Bacillus pertenece al Reino Bacteria; Filo Firmicutes; Clase Bacilli;
Orden Bacillales y Familia Bacillaceae (Maughan y Van der Auwera, 2011).
Actualmente, el género incluye mas de 336 especies (Villareal et al., 2017). Algunas
especies del género Bacillus han demostrado tener actividad antagdnica contra
diversos microorganismos patégenos de cultivos, tales como mango, papaya, mora,
entre otros (Hiradate et al., 2002; Guevara et al., 2004; Carrillo et al., 2005). Entre los
principales mecanismos de accion por los cuales evitan el establecimiento y desarrollo
de fitopatdbgenos estan: la excrecion de antibidticos, siderdforos, enzimas liticas,

toxinas y la induccion de la resistencia sistémica de la planta (Villareal et al., 2017).

Algunas cepas del género Bacillus producen lipopéptidos (surfactina, iturrinas y
fengicinas) con actividad antifangica (Yun Cao et al., 2012; Qinggang Guo et al., 2014;
Sanchez, 2016). En un estudio realizado por Kim et al. (2010), la cepa CMB32 de B.
subtilis confrontada contra C. gloeosporioides produjo tres lipopéptidos antifiingicos:
iturina A, fengicina y surfactina A., los cuales juegan un papel importante en la
inhibicién del crecimiento de hongos patégenos. En el mismo sentido Hiradate et al.
(2002) encontraron que la cepa RC-2 de B. amyloliquefaciens produjo siete
compuestos antifungicos (Iturinas A) secretados en el filtrado de cultivo, responsables
de la inhibicion del desarrollo de antracnosis in situ en mora causada por C. dematium.
Carrillo et al. (2005), evaluaron la efectividad de B. subtilis, Rhodotorula minuta y su
combinacion, para el control de antracnosis en mango. En forma individual B. subitilis
(79.3 %) presento un mejor control de la severidad de antracnosis en comparacion con
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el fungicida quimico comercial benomil (30.5 %). Las aplicaciones de R. minuta + B.
subtilis empleadas en la huerta de mango Kent, redujeron la severidad de la
antracnosis en 86.7 %. Guevara et al. (2004) obtuvieron una inhibicion in vitro de B.
firmus de 75 % sobre el crecimiento de C. gloeosporioides aislado de papaya maradol

roja.

Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos
filamentosos que pertenecen al Reino Mycetae (Fungi), division Eumycota, subdivision
Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Hyphales (Moniliales) y familia
Moniliaceae (Argumedo et al., 2009). La importancia de este grupo de hongos radica
en el control de hongos fitopatdgenos ya que posee propiedades micoparasiticas y
antibioticas, por lo que algunas especies son excelentes agentes de control biolégico
de hongos fitopatégenos para diferentes cultivos como mango, papaya, manzana,
cacao, citricos, ajo y cacahuate (Avila et al. 2006; Rojo et al. 2007; Rodriguez y
Veneros, 2011; Lima et al., 2016; Pelaez et al., 2016; Lopez et al., 2017; Ruiz-Cisneros
et al., 2017).

Se considera que el género Trichoderma es uno de los antagonistas mas
estudiado para el control de hongos fitopatbgenos como son: Moniliophthora,
Colletotrichum, Phytophthora, Rhizopus, Alternaria, Stemphylium, Fusarium,
Lasiodiplodia, Botrytis, Penicillium, Aspergillus (Rodriguez y Veneros 2011; Rios-
Velasco et al., 2016; Tenorio y Mollinedo, 2016). Los mecanismos de accién que le
permiten a Trichoderma el control de patégenos son: la competencia por el sustrato,
micoparasitismo, antibiosis, desactivacion de enzimas del patégeno, penetracion y

resistencia inducida (Infante et al., 2009).

Pelaez et al. (2016) evaluaron in vitro la capacidad de T. asperellum para inhibir
el crecimiento de C. gloeosporioides causante de antracnosis en mango, el cual mostré
un 91 % de inhibicion, observando un sobrecrecimiento en el hongo fitopatégeno,
evidenciando la capacidad de Trichoderma como alternativa promisoria de control

bioldgico contra el agente causal de la antracnosis. De la Cruz et al. (2018),
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encontraron que, T. harzianum inhibi6 (9.5 %), T. asperellum (22.5 %) y T.

longibrachiatum (21.9 %), para C. gloeosporioides in vitro.

Ghosh y Chakraborty (2012), quienes evaluaron cepas de T. viride para el
control in vitro de C. gloeosporioides en Rauwolfia serpentina encontraron que las
esporas de Trichoderma se adhieren a las paredes de Colletrotichum y las contraen.
Vargas et al. (2012) evaluaron la efectividad antagoénica in vitro de 27 cepas de T.
longibrachiatum, T. asperellumy T. harzianum contra Colletotrichum sp., de las cuales,
nueve mostraron porcentaje de inhibicion superior al 70 % destacando las cepas de T.

asperellum.

Cepas de T. asperellum fueron evaluadas por Sanmartin et al. (2012) para el
control in vitro de C. gloeosporioides, quienes encontraron que todas las cepas de T.
asperellum presentaron un alto grado de antagonismo, y que el antagonismo total
sobre C. gloeosporioides esta correlacionado con la actividad antagdnica debido a
compuestos volatiles, a metabolitos secundarios solubles y al crecimiento asociado a

actividad quitinasa.

En un estudio realizado por Rodriguez y Veneros (2011), encontraron que las
hifas de T. harzianum cubrieron y degradaron las hifas de los patégenos (R. nigricans,
C. gloeosporioides, A. alternata, S. lycopersici, F. oxysporum, L. thebromae, causantes
de enfermedades postcosecha en frutos almacenados de C. papaya. y determinaron
que el mecanismo de accion de T. harzianum como biocontrolador sobre los hongos
postcosecha aislados de frutos postcosecha de papaya amarilla fue el de
micoparasitismo. El rapido crecimiento de Trichodermay la actividad de enzimas liticas
como quitinasas, endoglucanasas y exoglucanasas le permite a Trichoderma
posicionarse como un agente potencial de control biolégico de Colletotrichum (Hoyos
et al., 2008; Rodriguez y Veneros 2011; Sanmartin et al., 2012; Vargas et al., 2012).

El género Streptomyces pertenece a la familia Streptomycetaceae. La familia

Streptomycetaceae se encuentra en el filo Actinobacteria y en el orden
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Actinomycetales dentro de la clase Actinobacteria, el género Streptomyces es el Unico
miembro de esta familia. Streptomyces es el género mas grande de actino-bacterias.
Cerca de 500 especies del género Streptomyces han sido descritas (Hasani et al.,
2014). Estas bacterias se describen como microorganismos Gram positivos, en su
mayoria aerobias, algunos grupos presentan desarrollo y crecimiento unicelular,
aunque un buen nuimero de especies presentan crecimiento miceliar filamentoso

formado por hifas enramadas no septadas (Evangelista et al., 2017).

La importancia del género Streptomyces radica en la capacidad de producir
moléculas con aplicaciones en medicina, agricultura y veterinaria (Evangelista et al.,
2017). La cualidad mas importante de Streptomyces es la habilidad para producir
metabolitos secundarios bioactivos, especialmente antibiéticos y otras moléculas
bioactivas; de los mas de 10,000 compuestos catalogados, poco mas de 7,600
provienen de especies del género Streptomyces (Bérdy, 2005; De Lima et al., 2012).
Se ha estudiado la actividad antagoénica del género Streptomyces en hongos y
bacterias como: Phytophthora, Rhizoctonia, Fusarium, Alternaria, Colletotrichum,
Pseudomonas, Pectobacterium, Bacillus (Ortega et al., 1994; Castillo, 2004; Ezziyyani
et al., 2004; Chavarria et al., 2005; Rincén et al., 2014; Pérez-Corral et al., 2015;
Evangelista et al., 2017).

El género Streptomyces ha mostrado cualidades como agente de control
biolégico contra patdgenos, cabe mencionar que las investigaciones realizadas sobre
este antagonista estan enfocadas principalmente al control de patégenos de suelo
(hongos y bacterias) como: Phytophthora, Rhizoctonia, Fusarium, Pseudomonas,
Pectobacterium, Bacillus (Ortega et al., 1994; Castillo, 2004; Ezziyyani et al., 2004;
Chavarria et al., 2005; Rincén et al., 2014; Pérez-Corral et al., 2015; Evangelista et al.,
2017). Davila et al. (2013), aislaron y evaluaron el efecto antagonista in vitro de
Streptomyces sp. contra los hongos fitopatégenos Alternaria sp., Rhizoctonia sp.,
Fusarium sp. y Colletotrichum sp., donde el porcentaje de inhibicion mas alto registrado

fue para Colletotrichum sp. con 61.57 %.
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Atta (2015), encontré que S. torulosus produce tunicamicina el cual es un
antibiotico de amplio espectro, efectivo in vitro contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, asi como contra hongos unicelulares y filamentosos. Ademas, el género
Streptomyces se ha reportado que tiene capacidad como promotor de crecimiento, ya
gue Robles et al. (2015) encontraron que este promovio los parametros de crecimiento
vegetativo, particularmente altura de planta, area foliar, longitud de raiz, y biomasa
seca foliar y radical en plantas de chile jalapefio, demostrando que no solo funciona

como agente de control biologico sino también como biofertilizante.
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CAPITULO 1l
Colletotrichum theobromicola DELACR. AGENTE CAUSAL DE
ANTRACNOSIS EN INFLORESCENCIAS DE GUANABANA (Annona
muricata L.) EN MEXICO Y SU ANTAGONISMO In Vitro CON TRES
CEPAS DE Bacillus
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Resumen. En el presente estudio se evaludé la incidencia de antracnosis en
inflorescencias, identificacion de hongos asociados, pruebas de patogenicidad y se
identific6 molecularmente el agente causal de antracnosis. Los resultados mostraron
gue antracnosis esta presente en inflorescencias durante todo el afio y puede tener
incidencia de 72 % de julio a octubre. Se encontré correlacién de la incidencia de
antracnosis con precipitacion de 0.73 y 0.74 para San Blas y Compostela,
respectivamente. Se identificé un total de ocho géneros de hongos (Colletotrichum,
Fusarium, Lasiodiplodia, Cladosporium, Ovulariopsis, Aspergillus, Sclerotium vy
Penicillium), de los cuales solo Colletotrichum fue patogénico y se identificd
molecularmente como Colletotrichum theobromicola Delacr., que representa un nuevo
reporte en guanabana para México. Adicionalmente, se evalué el antagonismo in vitro
de Bacillus amyloliguefaciens, B. methylotrophicus y B. subtilis contra C.
theobromicola. Bacillus methylotrophicus presentdé mayor inhibiciéon del crecimiento

radial (PICR) de C. theobromicola (74.46 %), seguido por B. amyloliquefaciens con
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72.83 % y B. subtilis con 62.51 %. Las tres cepas de Bacillus podrian ser consideradas

como potenciales en el control de antracnosis en inflorescencias de guanabana.

Términos para indexacion: Nayarit, fitopatdbgeno, antagonista, control bioldgico,

hongos.

Colletotrichum theobromicola Delacr. causal agent of anthracnose in soursop
inflorescences (Annona muricata L.) and its in vitro antagonism with three Bacillus

strains

Abstract. In the present study the incidence of anthracnose in inflorescences was
evaluated, identification of associated fungi, pathogenicity tests and the causal agent
of anthracnose was molecularly identified. The results showed that anthracnose is
present in inflorescences throughout the year and can have an incidence of 72 % from
july to october. A correlation of the incidence of anthracnose with precipitation of 0.73
and 0.74 was found in San Blas and Compostela’s localities, respectively. A total of
eight genera of fungi (Colletotrichum, Fusarium, Lasiodiplodia, Cladosporium,
Ovulariopsis, Aspergillus, Sclerotium and Penicillium) were identified, of which only
Colletotrichum was pathogenic and was identified molecularly as Colletotrichum
theobromicola Delacr., that represents a new phytosanitary report in soursop for
Mexico. Additionally, the in vitro antagonism of Bacillus amyloliquefaciens, B.
methylotrophicus and B. subtilis against C. theobromicola were evaluated. Bacillus
methylotrophicus showed a higher percentage of radial growth inhibition (PICR) of C.
theobromicola (74.46 %), followed by B. amyloliquefaciens with 72.83 % and B. subtilis
with 62.51 %. The three strains of Bacillus could be considered as potential in the

control of anthracnose in soursop inflorescences.

Index terms: Nayarit, phytopathogen, antagonist, biological control, fungi.
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Introduccién

La guanabana (Annona muricata L.) (Magnoliales: Annonaceae), es una de las
especies de anonaceas mas cultivada en México, con 3,527.43 ha y un rendimiento
promedio de 10 t ha™. Nayarit es el principal estado productor a nivel nacional,
responsable del 75.6 % correspondiente a una produccion de 21,810.86 t (SIAP, 2017).
La guandbana es importante en la dieta humana por sus aportes caldricos,
carbohidratos, grasa, proteina, calcio, potasio, hierro y vitamina C (Ramirez; Pacheco,
2011). Razon por la cual se usa en la industria alimentaria para helados, refrescos,
yogurt y vino (Bolsher y Cordero, 2003; Bobadilla et al., 2005; Okigbo y Obire, 2009;
Hernadndez et al., 2014a; CONABIO, 2017). Ademas, se ha demostrado que sus

aceites esenciales tienen propiedades medicinales e insecticidas.

Sin embargo, la produccion de este frutal al igual que la mayoria de los cultivos
agricolas, se ve limitada debido a enfermedades fangicas como: pudricion de raices
causada por Phytophthora sp., secamiento de ramas por Diplodia sp., mancha de las
hojas por Scolecotrichum sp., y antracnosis en tallos, hojas, brotes, ramas jovenes,
pedunculos, inflorescencias y frutos causadas por alguna (s) de las 22 especies de
Colletotrichum (Alvarez et al., 2002; Weir et al., 2012; Hernandez et al., 2014b). Dentro
de éstas, la antracnosis es la enfermedad de mayor importancia econémica en A.
muricata, dado que esta presente todo el afio, inclusive en forma quiescente en el
arbol, reduce la lamina foliar, provoca pérdida de inflorescencias, necrosamiento de
frutos y es altamente infectiva en condiciones de humedad relativa alta (= 90 %) y en
periodos de precipitacién (Rondoén, 1999; Villanueva et al., 2006; Andrades et al., 2009;
Hernandez et al., 2014a). Por lo que, a mayor precipitacién pluvial, mayor seré la
severidad (94-97 %; Andrades et al., 2009).

Esta enfermedad también afecta a otros frutales como: mango (M. indica L.),
aguacate (Persea americana Mill.), limon (Citrus aurantifolia), papaya (Carica papaya
L.) y manzano (Malus domestica Borkh.) (Guevara et al., 2004; Carrillo et al., 2005;

Arango et al., 2008; Barquero et al., 2013; Trinidad et al., 2017). Los pétalos de las
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inflorescencias afectadas por Colletotrichum spp. muestran pequefas lesiones de
color café oscuro, las cuales se agrandan y hunden tornandose negras (acérvulos),
causando su caida prematura y por ende la pérdida total de la estructura floral (Alvarez
et al.,, 2002; Hernandez, 2013; Hernandez et al., 2014b). La incidencia y los dafios
econdmicos causados por esta enfermedad inducen la busqueda y desarrollo de

estrategias eficientes y amigables con el ambiente para su control (Juarez et al., 2010).

Entre las alternativas que han mostrado potencial en el control de enfermedades
destaca el uso de microorganismos antagonistas (hongos y bacterias) como agentes
de control biolégico (Carrillo et al., 2005). La eficacia de estos microorganismos contra
Colletotrichum spp. ha sido probada en diversos frutales como manzana, papaya,
aguacate y mango (Guevara et al., 2004; Carrillo et al., 2005; Rondon et al., 2006; Ruiz
et al., 2014). Dentro de estos microorganismos con potencial antifingico, donde
destacan las bacterias del género Bacillus debido a la producciéon de compuestos
antimicrobianos y enzimas liticas, rapido crecimiento (competencia), entre otros
atributos (Ruiz et al., 2014).

Con base en lo anterior y a la escasa informacion existente respecto a la
antracnosis en inflorescencias de guanabana y su manejo en Nayarit, el objetivo del
estudio fue; evaluar la incidencia de antracnosis en inflorescencias, determinar el
agente causal y evaluar el antagonismo in vitro de tres cepas de Bacillus contra el

agente causal de antracnosis en inflorescencias de guanabana en Nayarit, México.

Materiales y métodos

Incidencia de antracnosis en inflorescencias: se evalu6 la incidencia de
antracnosis en dos huertos de aproximadamente 6 y 4 afios de edad, respectivamente,
uno localizado en el municipio de Compostela (ElI Tonino 2) y otro en San Blas (El
Rumbadero), Nayarit. La evaluacion se realizd una vez por mes (de agosto a diciembre
de 2017 y de enero a julio de 2018), se seleccionaron 20 arboles al azar, se registro el

numero de inflorescencias (desde boton hasta apertura) con antracnosis con respecto
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al namero total de inflorescencias (aparentemente sanas) por arbol mediante la
siguiente formula (Andrades et al., 2009):

Incidencia (I) = No. de inflorescencias enfermas % 100

No. total de inflorescencias

Localizacion de los sitios de muestreo: se muestrearon mensualmente cinco
huertos comerciales de guanabana (~ 1 ha c/u) durante 6 meses del ciclo 2017: marzo,
abril y mayo (periodo seco) y junio, julio y agosto (periodo humedo); los huertos
muestreados se localizan en los municipios de Compostela (3) y San Blas (2), Nayarit,
México (Cuadro 1). En cada huerto se recolectaron al azar 10 inflorescencias con
sintoma de antracnosis para cada periodo, es decir, se obtuvieron 100 muestras en
total de ambos periodos, las muestras con sintomatologia caracteristica (manchas
necroticas o aceérvulos de color naranja) se colocaron en bolsas de papel estraza
debidamente rotuladas con fecha y localidad, para su traslado y procesamiento en el
Laboratorio de Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma de Nayarit (Cemic
03).

Cuadro 1. Huertas de guanabana muestreadas en los municipios de Compostela'y San

Blas, Nayarit, México durante el ciclo 2017.

Municipio Ejido Parcela Coordenadas Altitud
Compostela ElTonino 1 21° 04’ 05" N;
74 m
105°12’51” 0O
El Tonino 2 21° 02’ 45" N;
335 m
105° 11’ 08" O
El Tonino 3 21° 03 29" N;
217 m
105°11°54” O
San Blas Tecuitata El Fresno 21° 27 38" N;
382 m
10509 20" O
La Palma El Rumbadero 21° 31 50" N;
183 m
105° 10’ 08" O
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Aislamiento y purificacion de hongos: Las inflorescencias con sintomas de
antracnosis se lavaron con agua corriente por 1 min y a partir del avance (zona de
transicion) de la enfermedad, se seccionaron en trozos de 0.5 cm?, se sumergieron por
2 min en una solucion de NaClO al 2 %; posteriormente se enjuagaron tres veces
consecutivas con agua destilada estéril por 3 min y se dejaron secar a temperatura
ambiente. En cada caja de Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA) se sembraron
por duplicado cinco porciones distribuidas en cada caja. Las cuales fueron selladas
con papel parafilm y se incubaron en condiciones controladas (26 + 2 °C) en ausencia
de luz. El crecimiento del hongo se revisé sistematicamente cada 24 h (Arango et al.,
2008). A partir de los crecimientos fungicos de 7 d de edad se aislaron y subsecuente
se purificaron a partir de cultivos monospdéricos, los cuales se obtuvieron mediante
diluciones seriadas de 1:10, 1:100 y 1:1000 (French y Hebert, 1980). Los aislamientos
se conservaron en una incubadora de acero inoxidable Novatech® (modelo EI60-AlA)

para las pruebas posteriores.

Pruebas de patogenicidad en inflorescencias de guanabana: Cada uno de
los ocho aislados se inoculé de manera individual en 10 inflorescencias aparentemente
sanas, donde cada inflorescencia se consider6 como una repeticion. Las
inflorescencias previo a ser inoculadas se lavaron y desinfestaron con NaCIlO al 2 %
por 3 min, se enjuagaron con agua destilada estéril por 3 min y se colocaron de manera
individual en bolsas de papel estériles para evitar una contaminacién cruzada o
externa. La inoculacion de las 90 inflorescencias se realiz6 sin causarles herida de
acuerdo con el método descrito por Alvarez et al. (2002) con modificaciones. Los
in6culos consistieron en discos de PDA con crecimiento micelial y conidios sin
cuantificar del patdégeno con 7 d de edad y discos en ausencia del patégeno para los

testigos.

Las inflorescencias inoculadas fueron cubiertas con algodon humedo y
posteriormente se cubrieron con bolsas de papel estraza (cAmara humeda), ambos
estériles, se incubaron bajo condiciones controladas arriba descritas y se revisaron

sistematicamente cada 24 h para la observacion de sintomas, se registré el periodo de
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incubacion del hongo (tiempo transcurrido desde la inoculacion hasta la manifestacion
de sintomas de antracnosis), micelio abundante y esporulacion (masas conidiales).
Una vez replicados los sintomas se realizé el re-aislamiento del hongo inoculado a
partir de la zona de transicion de la antracnosis para verificar bajo el microscopio optico

si el organismo re-aislado correspondia al inoculado (Cen, 2012).

Identificacion morfolégica de aislados patogénicos: La identificacion de los
hongos se realiz6 mediante sus caracteres morfoldgicos microscoépicos tales como
esporas y cuerpos fructiferos observados en un microscopio compuesto Leica®
(modelo DME 13595XXX) con la ayuda de claves taxonémicas-dicotdmicas de Barnett
y Hunter (1998) y, hasta cierto grado, por sus caracteristicas macroscopicas tales

como el tipo y color del micelio (Agrios, 1996).

ldentificacion molecular del aislado patogénico: EI ADN gendmico (ADNQ)
se extrajo para el analisis de identidad del hongo causante de la antracnosis de
inflorescencias en guanabana, basado en sus caracteres moleculares. Para esto, se
recolectd el micelio de 7 d de edad y se macerd en un mortero de porcelana con un
amortiguador (200 mM Tris-HCI (pH = 8), 250 mM NacCl, 25 mM EDTA, 0.5 % SDS) a
70 °C (Ruiz-Cisneros et al., 2017). El ADNg obtenido se visualizé por electroforesis en
un gel de agarosa al 1 % y subsecuentemente se us6 para amplificar el espaciador
transcrito interno (ITS4 e 5) del ADNr, usando los cebadores universales ITS5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
(White et al., 1990).

Las condiciones de amplificacion para la PCR incluyeron una etapa inicial de
desnaturalizacién a 94 °C por 5 min, 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 30 s,
alineamiento a 60 °C por 30 s, extension a 72 °C por 45 s, y una etapa final de
extensioén a 72 °C por 10 min. Los productos de PCR se examinaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 1 % (Ruiz-Cisneros et al., 2017). El producto fue secuenciado

por Macrogen (Rockville, MD, EUA). La secuencia obtenida se comparo con las bases
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de datos del NCBI usando el algoritmo de BLAST (Altschul et al., 1990) para verificar

el porcentaje de identidad correspondiente a la especie.

Antagonismo in vitro: Una vez identificado el agente causal de la antracnosis
en inflorescencias de guanabana, se evalué su antagonismo in vitro con cepas de
Bacillus amyloliquefaciens, B. methylotrophicus y B. subtilis (Rios-Velasco et al., 2016).
Las bacterias fueron proporcionadas por el Laboratorio de Fisiologia de Poscosecha,
Patologia Vegetal y Control Bioldgico del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo, A.C., Campus Cuauhtémoc, Chihuahua. Las confrontaciones in vitro de
Bacillus spp. vs Colletotrichum se realizaron en cajas de Petri de 90 mm de diametro
con PDA (DIBICO®). El efecto antifingico se determiné por el método de confrontacion
de cultivos, para lo cual se colocaron las cepas bacterianas (discos de cultivo de 7 mm
de diametro) en los cuatro puntos cardinales de las cajas de Petri conteniendo PDA, y
en el centro de las cajas se colocaron discos individuales de cultivo de Colletotrichum
sp. de 7 d de edad (micelio y conidios sin cuantificar), ambos se colocaron el mismo

dia.

Disefio experimental: El experimento se realizé por triplicado donde cada
repeticion constd de 3 cajas de Petri y los testigos positivos consistieron en cajas de
Petri con PDA inoculadas con el hongo fitopatbgeno en ausencia de las cepas
bacterianas. Las cajas se incubaron a 28 °C en ausencia de luz en una incubadora
Novatech® (modelo EI60-AIA) y se realizaron mediciones sistematicas cada 24 h por
12 d, del crecimiento radial del hongo confrontado con las bacterias antagonistas y sus
respectivos testigos (Ruiz-Cisneros et al., 2017). El antagonismo in vitro de Bacillus
spp. se determiné mediante la evaluacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial del patégeno (PICR), empleando la siguiente formula: PICR = (R1 — R2) / R1 x
100; donde R1 es el crecimiento radial del patdogeno testigo y R2 es el crecimiento

radial del patégeno en confrontacion.
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Andlisis estadistico: A las variables evaluadas se les aplicé un analisis de
varianza y una prueba de separacion de medias por Tukey (a = 0.05) mediante el

programa Statistical Analysis System (Sas Institute Inc., 2009).

Resultados y discusion

Incidencia de antracnosis en inflorescencias: La incidencia de antracnosis
en inflorescencias de guanabana fue variable a través del tiempo, la mayor incidencia
se observo en el periodo hiumedo (junio a octubre de 2017) en ambos municipios,
mientras que la menor incidencia se registrd en el periodo seco (enero a abril de 2018).
Para San Blas fluctu6 de 0.64 (periodo seco) a 72.92 % (periodo hiumedo), este Gltimo
fue el porcentaje mas alto registrado, mientras que para Compostela fluctu6é de 0.55
(periodo seco) a 34.84 % (periodo hiumedo). La antracnosis se present6 durante todo
el afo, incrementandose al iniciar el periodo humedo (Figura 1), factor climéatico que
proporcion6 las condiciones Optimas para el desarrollo de Colletotrichum sp., caso
contrario para el periodo seco, donde la escasa o nula precipitacion posiblemente
mantuvo quiescente al patdgeno. Se han reportado infecciones quiescentes por
Colletotrichum en litchi (Litchi chinensis Sonn.), aguacate (Persea americana Mill.) y
tomate de arbol (Solanum betacea, (Cav) Sendt) (Rondon, 1999; Rodriguez et al.,
2009; Martinez et al., 2015).

Estas variables climaticas estan estrechamente relacionadas con la incidencia
de antracnosis, en nuestro estudio se encontrd una alta correlacion para precipitacion
de 0.73 para San Blas y 0.74 para Compostela (Figura 1). Por lo tanto, a mayor
precipitacion mayor sera la incidencia y severidad de antracnosis en inflorescencias
de guanabana en Nayarit, México. La incidencia también podria verse afectada por el
relieve de la zona, pues cabe mencionar que estas condiciones son diferentes en
ambas localidades, ya que, en Compostela, la huerta se encuentra rodeada de
montafias que protegen a los arboles del viento y la brisa del mar, no siendo asi para
San Blas donde se registro la incidencia mas alta que se encuentra directamente frente

al mar sin barreras naturales que la protejan. Las temperaturas medias maxima y
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minima registradas fueron de 34 y 24 °C en el periodo humedo con una precipitacion
pluvial anual de 1,122 mm para el municipio de San Blas. Mientras que, para El Tonino,
Compostela se registraron las mismas temperaturas medias con una precipitacion

pluvial anual similar de 1,141 mm (Accuweather, 2018).
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Figura 1. Incidencia de antracnosis (%) en inflorescencias de guanabana y
precipitacion pluvial (mm) de agosto a diciembre de 2017 y de enero a julio de 2018,
en huertos de Compostela y San Blas, Nayarit, México y su precipitacion pluvial

mensual.

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Ronddén (1997) quien
demostré que la antracnosis se encuentra presente todo el afio, con variaciones en
intensidad debido a variaciones climaticas, en especial de la precipitacién, variable que
presentd las mayores correlaciones con la enfermedad (0.76). EI mismo autor
menciona que la antracnosis inicia con un crecimiento progresivo que finaliza en un
primer pico de infeccién concentrado y de mayor importancia en cuanto a pérdidas,

debido posiblemente a la sincronizacién con factores favorables, como humedad y
28
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agua disponible, reactivacion e incremento del indculo y de fuentes de infeccion (frutos
y hojas) en la planta; y una reduccién drastica de la enfermedad con la disminucion de
la precipitacion, hasta que se inicia el ciclo nuevamente. En papaya, Bogantes y Mora
(2013), registraron incidencias de 10 hasta 100 % bajo condiciones ambientales
consideradas como favorables para el desarrollo de la enfermedad (temperatura
promedio de 24.6 °C y precipitacion pluvial anual de 4,380 mm).

Hongos asociados con antracnosis en inflorescencias: Los ocho géneros
de hongos identificados asociados a inflorescencias de guanabana son Colletotrichum,
Fusarium, Lasiodiplodia, Cladosporium, Ovulariopsis, Aspergillus, Sclerotium vy
Penicillium. En el Cuadro 2 se muestra su procedencia y el periodo en el que se
aislaron (humedo o seco), donde destaca Colletotrichum spp. como el mas
representativo en ambas temporadas, mientras que Lasiodoplodia sp. y Ovulariopsis
sp. solo se encontraron en la temporada humeda (lluvias). Se ha referido que el
complejo de microorganismos patdégenos contribuye a que la enfermedad sea mas
severa en comparacion con el efecto que pueda causar un solo patégeno, por ejemplo,
Colletotrichum sp., se ha asociado con Fusarium sp., y Alternaria sp. en frutos de
mango (Morales y Rodriguez, 2006). En Venezuela, Andrades et al. (2009) aislaron e
identificaron a Colletotrichum y Fusarium de frutos de guanabana con sintomas de
antracnosis, reportando como el agente causal a Colletotrichum spp., y los dafios mas

severos al asociarse con Fusarium.

Pruebas de patogenicidad e identificacion morfologia y molecular:
Colletotrichum sp. aislado de EI Tonino 2 (Compostela), fue el que logro replicar el
sintoma caracteristico de antracnosis al tercer dia de inoculado en inflorescencias de
guanabana, confirmado por la presencia de masas de conidios en acérvulos de color
naranja cerosos, subepidérmicos en el tejido inoculado (Figura 2).
Macroscopicamente, las colonias mostraron un color gris a negro con borde blanco y
apariencia algodonosa ligeramente levantado al ser crecidos en PDA, mientras que
microscopicamente mostraron conidioforos simples, alargados; conidios hialinos,

unicelulares, cilindricos o fusiformes (Barnett y Hunter, 1998; Figura 2).
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Cuadro 2. Hongos asociados con antracnosis en inflorescencias de guanabana e

identificados a nivel de género en los municipios de Compostela y San Blas, Nayarit,

México.
Periodo
Municipio Ejido Parcela Humedo Seco
Compostela Colletotrichum Colletotrichum
El Tonino 1 Fusarium Fusarium
Lasiodiplodia Sclerotium
El Tonino 2 Colletotrichum Colletotrichum
El Tonino 3 Colletotrichum Colletotrichum
San Blas Cladosporium o
. Penicillium
_ Colletotrichum _
Tecuitata El Fresno o . Cladosporium
Lasiodiplodia .
o Colletotrichum
Ovulariopsis
- Fusarium Fusarium
La Palma Aspergillus Aspergillus
Rumbadero

Cladosporium Cladosporium

De acuerdo con sus caracteres moleculares el hongo se identific6 como: C.
theobromicola con 99 % de identidad (clave de identidad KC512126.1). Al respecto,
Hernandez et al. (2014b) reportaron al género Colletotrichum sp. como el agente
causal de antracnosis en guanabana en Veracruz, México. Alvarez et al. (2002)
reportaron a C. acutatum y C. gloeosporioides como agentes causales de antracnosis
en guanabana en el Valle de Cauca, Colombia. Mientras que Villanueva et al. (2008)
reportaron a C. gloeosporioides, C. fragariae y C. orbiculare como agentes causales
de antracnosis en frutos de chirimoya (Annona cherimolla Mill.) en Michoacan,
destacando a C. fragariae como el agente causal con una incidencia del 85 %. En el

presente estudio se reporta a C. theobromicola como agente causal de antracnosis en
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inflorescencias de guanabana, siendo un nuevo reporte fitosanitario en guanabana

para México.

D E P

Figura 2.- (A) Testigo, inflorescencia sana. (B) Inflorescencia inoculada con
Colletotrichum con sintomas de antracnosis. (C) Inflorescencia con acérvulos. (D-E)
Conidios (100 X) y conidioforos (40 X) de Colletotrichum vistos al microscopio éptico.

(F) Colletotrichun theobromicola en medio de cultivo PDA.

Antagonismo in vitro: Las tres cepas de Bacillus ejercieron un porcentaje de
inhibicién superior al 60 %. Bacillus methylotrophicus fue la cepa que ejercié el mayor
PICR de C. theobromicola con 74.46 %, seguido por B. amyloliquefaciens con 72.83
% y B. subtilis con 62.51 % (Cuadro 3). Aunado a esto, se observaron halos de
inhibicion de 11.47, 11.10 y 8.30 mm para B. subtilis, B. amyloliquefaciens y B.
methylotrophicus, respectivamente (Figura 3). Carrillo et al. (2005), reportaron una
inhibicion in vitro de C. gloeosporioides (Penz) agente causal de antracnosis en mango
de 79.3 % con B. subtilis, 16.8 % mas de lo obtenido en nuestro estudio con una cepa
de la misma especie. Guevara et al. (2004) obtuvieron una inhibicién in vitro de B.
firmus de 75 % sobre el crecimiento de C. gloeosporioides aislado de papaya maradol
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roja. Este valor fue similar al PICR obtenido en nuestro estudio con B. methylotrophicus

sobre C. theobromicola (Cuadro 3).

Cuadro 3. Inhibicion in vitro del crecimiento radial de C. theobromicola por cepas de

Bacillus spp.
Halo de
Antagonista Patdgeno PICR* Inhibicién
(mm)
B. amyloliquefaciens C. theobromicola 72.83%£0.76a 11.10+£1.38ab
B. methylotrophicus C. theobromicola 74.46+0.40a 8.30+0.2c
B. subitilis C. theobromicola 62.51+1.79b 11.48+0.42a

*PICR=Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial
Los valores representan la media de al menos tres repeticiones * error estandar. Los valores

en la misma columna conectados por la misma literal no son diferentes estadisticamente.

Figura 3.- Confrontaciones duales en PDA de B. amyloliguefaciens (Ba), B.

methylotrophicus (Bm) y B. subtilis (Bs) vs Colletotrichum theobromicola (T).

Los mayores PICR mostrados por B. methylotrophicus y B. amyloliquefaciens
posiblemente pueden atribuirse a la produccion de antibiéticos, metabolitos primarios
0 secundarios o enzimas degradadoras de tejidos que inhibieron el crecimiento de C.
theobromicola (Hiradate et al., 2002; Kim et al., 2010; Qinggang Guo, 2014; Sanchez,
2016). Algunas cepas del género Bacillus producen lipopéptidos (surfactina, iturrinas
y fengicinas) con actividad antifungica (Yun Cao et al., 2012; Qinggang Guo et al.,
2014; Sanchez, 2016). En un estudio realizado por Kim et al. (2010), la cepa B. subtilis

CMB32 confrontada contra C. gloeosporioides produjo tres antifungicos lipopéptidos:
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iturina A, fengicina y surfactina A., los cuales juegan un papel importante en la
inhibicion del crecimiento de hongos patégenos. En el mismo sentido Hiradate et al.
(2002) encontraron que la cepa RC-2 de B. amyloliquefaciens produjo siete
compuestos antifungicos (Iturinas A) secretados en el filtrado de cultivo, responsables
de la inhibicién del desarrollo de antracnosis in situ en mora (Morus sp.) causada por

C. dematium.

Conclusiones

Las condiciones de alta humedad (90-100 %) en el periodo de humedo
favorecen el desarrollo y proliferacion de C. theobromicola incrementando la incidencia
de antracnosis en guanabana hasta en un 70 %, caso contrario para el periodo seco,
donde se registraron los valores mas bajos (0.5-18 %), debido a la quiescencia del
hongo. El hongo causante de antracnosis en las inflorescencias de guanabana en
Nayarit, México fue C. theobromicola aislado de El Tonino 2, Compostela, Nayarit,

México, siendo este el primer reporte de esta especie para guanabana en México.

Las cepas de B. methylotrophicus y B. amyloliquefaciens mostraron mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial in vitro, por lo tanto, podrian ser
candidatos potenciales para ser probados como agentes de control biolégico de

antracnosis en inflorescencias de guanabana bajo condiciones de campo abierto.
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CAPITULO IV
EVALUACION IN VITRO DE MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS Y
FUNGICIDAS CONTRA Colletotrichum theobromicola DELACR,
CAUSANTE DE ANTRACNOSIS EN INFLORESCENCIAS DE
GUANABANA (Annona muricata L.)

IN VITRO EVALUATION OF MICROORGANISMS ANTAGONISTS AND
FUNGICIDES AGAINST Colletotrichum theobromicola DELACR,
CAUSING ANTRACNOSIS IN INFLORESCENCES OF SOURSOP

(Annona muricata L.)
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Resumen. El objetivo del presente estudio consistié en evaluar el efecto antifiingico in
vitro de seis cepas de microorganismos antagonistas sobre Colletotrichum
theobromicola Delacr, causante de antracnosis en inflorescencias de Annona muricata
L. en Nayarit, México. Se usaron tres cepas de Trichoderma (T. asperellum, T.
harzianum y T. longibrachiatum), tres de Streptomyces (Streptomyces sp. (A7); S.
tubercidicus (A19), y S. viridochromogenes (A27)) y siete fungicidas comerciales
Maxtrobyn® (azoxistrobin SC), ExCitrus® (Extracto citrico + quercetina), Canelys®
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(Extracto de Cinnamomum zeylanicum), Hidrocu® PH (Hidréxido de cobre), Pull75WG®
(6xido cuproso), Score® 250 EC (Difenoconazol) y Switch® 62.5 WG (cyprodinil +
fludioxonil). Las dosis evaluadas de los fungicidas fueron: D1 (mitad de la dosis
recomendada), D2 (dosis recomendada), y D3 (dosis recomendada mas la mitad de
ésta), partiendo de las dosis recomendadas por el fabricante. Los seis antagonistas
mostraron un alto porcentaje de inhibicién de crecimiento radial, superior a 80 %,
destacando el género Streptomyces al inhibir hasta en un 90 % el crecimiento de C.
theobromicola. La cepa A27 lo inhibié por completo (100 %), seguido por las cepas
A19 (96.18 %) y A7 (90.4 %). Los fungicidas SCORE® 250 EC, Canelys® e Hidrocu®
PH mostraron un 100 % de inhibicion in vitro de C. theobromicola con las tres dosis
probadas. Los resultados de este estudio demuestran el potencial de cepas de
Streptomyces spp. y de fungicidas comerciales para el control de C. theobromicola, los
cuales son candidatos para ser usados en el manejo integrado de antracnosis en

guanabana.

Palabras clave: control quimico, biolégico, guanabana, fitopatégeno, Trichoderma,

Streptomyces, Nayarit.

Abstract. The aim of the present study was to evaluate the in vitro antifungal effect of
six strains of antagonistic microorganisms on Colletotrichum theobromicola Delacr,
which causes anthracnose in inflorescences of Annona muricata L. in Nayarit, Mexico.
Were used three strains of Trichoderma (T. asperellum, T. harzianum and T.
longibrachiatum), three strains of Streptomyces (Streptomyces sp. (A7), S. tubercidicus
(A19), and S. viridochromogenes (A27)) and seven commercial fungicides.
Maxtrobyn® (azoxystrobin SC), ExCitrus® (Citric extract + quercetin), Canelys®
(Cinnamomum zeylanicum extract), Hidrocu® PH (Copper hydroxide), Pull75WG®
(cuprous oxide), Score® 250 EC (Difenoconazole) and Switch ® 62.5 WG (cyprodinil
+ fludioxonil). The evaluated doses of the fungicides were: D1 (half of the
recommended dose), D2 (recommended dose), and D3 (recommended dose plus half
of it), starting from the doses recommended by the manufacturer. The six antagonists
showed a high percentage of inhibition of radial growth, higher than 80%, highlighting
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the genus Streptomyces by inhibiting up to 90% the growth of C. theobromicola. Strain
A27 completely inhibited it (100%), followed by strains A19 (96.18%) and A7 (90.4%).
SCORE® 250 EC, Canelys® and Hidrocu® PH fungicides showed 100% in vitro
inhibition of C. theobromicola with the three doses tested. The results of this study
demonstrate the potential of strains of Streptomyces spp. and of commercial fungicides
for the control of C. theobromicola, which are candidates to be used in the integrated

management of anthracnose in soursop.

Keywords: chemical control, biological, soursop, phytopathogen, Trichoderma,

Streptomyces, Nayarit.

Introduccién

En guanabana (A. muricata L.), la antracnosis, se atribuye principalmente al
género Colletotrichum, y es considera la enfermedad de mayor importancia
econdémica, ya que provoca necrosamiento y pérdida de inflorescencias y frutos
durante todo el afio; la mayor agresividad es durante los periodos de precipitacion con
humedad relativa superior al 90 %, ademas ataca hojas, brotes y ramas jovenes
(Rondon, 1999; Villanueva et al., 2006; Andrades et al., 2009; Hernandez et al.,
2014a). Los pétalos de las inflorescencias afectadas muestran pequefias lesiones de
color café a negro, las cuales se agrandan y hunden, causando la caida prematura de
pétalos e inclusive la pérdida total de la estructura floral (Alvarez et al., 2002;
Hernandez, 2013; Hernandez et al., 2014b). En Colombia se han registrado pérdidas
superiores al 90 % en huertos no tecnificados (Alvarez et al., 2002). En Veracruz,
México, Hernadndez et al. (2014b) registraron una incidencia del 75.92 % de

antracnosis en guanabana causada por Colletotrichum.

En México, el estado de Nayarit es el principal productor de guanabana,
responsable del 75.6 % correspondiente a una produccién de 21,810.86 t (SIAP, 2017).
La antracnosis causada por C. gloeosporioides puede disminuir hasta en 90 % el

rendimiento de guanabana (Pinto et al., 2005). Por lo que, los dafios causados por este
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hongo fitopatégeno reafirman la necesidad de desarrollar y evaluar nuevos fungicidas
mas eficientes y amigables con el ambiente (Juarez et al., 2010). Debido a que el uso
de fungicidas quimicos de amplio espectro esta siendo regulado y restringido por sus
efectos adversos al ambiente y a la salud humana, ademas de inducir el desarrollo de

resistencia en los organismos blanco (Astua et al., 1994).

Entre las alternativas que han mostrado potencial en el control de enfermedades
se encuentra el uso microorganismos antagonistas como agentes de control biolégico
(Carrillo et al., 2005), en especial cepas de los géneros Bacillus, Trichoderma y
Streptomyces que han mostrado potencial antimicrobiano al ser evaluados contra
fitopatbgenos  como Moniliophthora, Colletotrichum, Phytophthora, Rhizopus,
Alternaria, Stemphylium, Fusarium, Lasiodiplodia, Botrytis, Penicillium, Aspergillus,
Phytophthora, Rhizoctonia, Pseudomonas, Pectobacterium y Bacillus (Chavarria et al.,
2005; Rodriguez y Veneros 2011; Rincoén et al., 2014; Pérez et al., 2015; Rios-Velasco
et al., 2016; Tenorio y Mollinedo, 2016; Evangelista et al., 2017).

Otra alternativa para el manejo de antracnosis en guanabana podria ser el uso
formulaciones a base de moléculas sintéticas y extractos vegetales. En frutales y
hortalizas como mango (Mangifera indica L.), papaya (Carica papaya L.), mora de
castilla (Rubus glaucus Benth.) y chile (Capsicum annuum L.) se han probado algunas
de estas formulaciones con resultados satisfactorios en el control de antracnosis,
especialmente con la aplicacion de difenoconazol, hidroxido de cobre, mancozeb,
azoxistrobina, prochloraz y extracto de lavanda (Zabala et al., 2005; Arias y Carrizales,
2007; Santamaria et al., 2011; Gaviria et al., 2013; Pérez et al., 2015; Linu y Jisha,
2017; Villacis et al., 2017).

Con base en lo anterior, el objetivo del estudio fue evaluar el efecto antifiungico
de seis microorganismos antagonistas y siete fungicidas comerciales sobre el
crecimiento in vitro de C. theobromicola, causante de antracnosis en inflorescencias

de guanabana en Nayarit, México.
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Materiales y métodos

Antagonismo in vitro: Se evalué el antagonismo in vitro de T. asperellum (Ta),
T. harzianum (Th), T. longibrachiatum (Tl), y las actino-bacterias Streptomyces sp.
(A7), S. tubercidicus (A19) y S. viridochromogenes (A27) contra C. theobromicola. La
identificacion y patogenicidad de este hongo en inflorescencias se confirmé con
estudios previos. La cepa fue depositada en el cepario del Laboratorio de Parasitologia
Agricola (Cemic 03) de la Universidad Autonoma de Nayarit. Los antagonistas fueron
proporcionados por el cepario del Laboratorio de Patologia Vegetal y Control Bioldgico
del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C., Sede Chihuahua-

Campus Cuauhtémoc.

Las confrontaciones se realizaron en cajas de Petri (90 x 15 mm) que contenian
el medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA, DIBICO®). El efecto antifingico de los
antagonistas vs C. theobromicola se determind por el método de confrontacién de
cultivos. Las cepas de Streptomyces spp., se crecieron en medio de cultivo papa-
destroza-agar PDA por 10 d, para lo cual se colocaron discos de cultivo de 7 mm de
diametro en los cuatro puntos cardinales de las cajas de Petri que contenian PDA,
después de esta incubacién se sembraron en el centro de las cajas, discos de cultivo

de 7 mm del hongo C. theobromicola de 7 d de edad (micelio y conidios sin cuantificar).

Las cepas de Trichoderma se confrontaron mediante cultivos duales, para lo
cual el antagonista se colocé en un extremo de la caja y el patégeno en el extremo
opuesto de la caja de Petri, ambos fueron sembrados el mismo dia. Ambos
experimentos se realizaron por triplicado donde cada repeticion const6 de tres cajas
de Petri, y como testigo positivo se utilizaron nueve cajas de Petri con PDA sembradas

con C. theobromicola en ausencia de los antagonistas (Ruiz-Cisneros et al., 2017).

Las cajas se incubaron a 28 °C en una incubadora Novatech® (modelo EI60-
AlIA) en ausencia de luz y el crecimiento radial de los microorganismos confrontados

se midio sistematicamente cada 24 h por 3y 4 d para las cepas de Trichoderma spp.
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y 12 d para las cepas de Streptomyces spp. El antagonismo in vitro se evalu6é mediante
la estimacién del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del patégeno (PICR),
usando la formula PICR = (R1 — R2) / R1 x 100, donde R1 fue el crecimiento radial del

patogeno testigo y R2 el crecimiento radial del patdgeno en la confrontacion.

El tipo de antagonismo de Trichoderma se determiné mediante la escala de Bell
et al. (1982), la cual consta de cinco tipos: 1.- El antagonista ocupa completamente la
superficie del medio de cultivo cubriendo totalmente al patdgeno; 2.- El antagonista
sobrepasa las dos terceras partes de la superficie del medio de cultivo; 3.- El
antagonista y el patégeno colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la
superficie del medio y ninguno domina al otro; 4.- El patégeno sobrepasa al crecimiento
del antagonista colonizando tres cuartas partes de la caja; 5.- El agente fitopatégeno

cubre totalmente la caja.

Mientras que el tipo de antagonismo por parte de las cepas de Streptomyces se
determind de acuerdo con la escala propuesta por Pérez-Corral et al. (2015), donde
propone seis tipos. 1) crecimiento nulo del hongo (0 %); 2) crecimiento radial (1 % a
25 %); 3) crecimiento radial (26 % a 50 %); 4) crecimiento radial mayor a 50 %; sin
sobrecrecer al actinomiceto; 5) presencia de halo; y 6) sobre-crecimiento al 100 % del

actinomiceto por parte del hongo (sin antagonismo).

Evaluacion in vitro de fungicidas: Se evalué la sensibilidad de C.
theobromicola a siete fungicidas comerciales: Maxtrobyn® (azoxistrobin SC), ExCitrus®
(Extracto citrico + quercetina), Canelys® (Extracto de Cinnamomum zeylanicum),
Hidrocu® PH (Hidroxido de cobre), Pull7Z5SWG® (6xido cuproso), SCORE® 250 EC
(Difenoconazol) y SWITCH® (cyprodinil + fludioxonil) 62.5 WG (Cuadro 1). Las dosis
evaluadas, fueron consideradas en funcion a las dosis recomendadas por el fabricante,
mitad de la dosis recomendada (dosis baja (D1)), dosis recomendada (dosis media

(D2)) y dosis recomendada mas la mitad de ésta (dosis alta (D3)).
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El experimento consistié de cinco repeticiones donde cada repeticién consté de
una caja de Petri para cada dosis con cinco testigos para cada tratamiento. Se mezclo
cada dosis del fungicida con el PDA a 48 °C y se agitd para homogeneizar la mezcla
antes de ser vertida en las cajas de Petri (90 x 15 mm). Posteriormente, se colocaron
discos (explantes de 0.7 mm) del cultivo de C. theobromicola de 7 d de edad, en el
centro de las cajas de Petri. Los testigos consistieron de la siembra del hongo C.
theobromicola en PDA en ausencia de los fungicidas. El crecimiento radial del hongo
se midié cada 24 h por 12 d, tiempo en el cual los testigos llenaron por completo las
cajas de Petri (Gaviria et al., 2013). Con base en estas mediciones se calculo el PICR

de C. theobromicola con la formula arriba mencionada.

Cuadro 1.- Fungicidas y dosis evaluadas in vitro contra C. theobromicola.

Tratamiento Fungicida Dosis (mL o g/L™?)
Nombre Ingrediente
. ) D1 D2 D3
comercial activo
T1 Maxtrobyn®  Azoxistrobin SC 0.44mL 088mL 1.32mL
_ Extracto citrico +
T2 ExCitrus® _ 2.5mL 5mL 7.5 mL
quercetina
Extracto de
T3 Canelys® Cinnamomum 25mL  5gmL 75mL
zeylanicum
T4 Hidrocu® PH  Hidréxido de cobre 25¢g 59 759
T5 Pull7sWG®  Oxido cuproso 259 59 759
SCORE® 250 Difenoconazol
T6 1.5¢ 39 45¢
EC
Cyprodinil +
T7 SWITCH® . . 39 69 99
fludioxonil

Las dosis evaluadas estan en funcion a la dosis recomendada por el fabricante, (D1) dosis
baja que consistié en la mitad de la dosis recomendada; (D2) dosis media que consistio de la
dosis recomendada y (D3) dosis alta que consistio de la dosis recomendada mas la mitad de
esta.

Disefio experimental y analisis estadistico: Se utiliz6 un disefio

completamente al azar. A los datos del PICR se les aplicé un analisis de varianza y
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una prueba de separacion de medias por Tukey (a = 0.05) mediante el programa
Statistical Analysis System (Sas Institute Inc., 2009).

Resultados y discusion

Antagonismo in vitro: Los seis antagonistas de ambos géneros (Streptomyces
y Trichoderma) mostraron altos PICR sobre C. theobromicola (Figura 1), destacando
las cepas de Streptomyces, que inhibieron el crecimiento del patégeno (>90 y hasta el
100 %). La cepa A27 lo inhibi6 por completo (100 %), seguida por las cepas A19y A7
con 96.18 y 90.4 %, respectivamente. Las tres cepas mostraron halos de inhibicién de
26.35, 26.03 y 24.2 mm por parte de las cepas A27, A19 y A7, respectivamente.
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Figura 1.- PICR y halo de inhibicibn de antagonistas vs C. theobromicola.
Streptomyces sp. (A7), Streptomyces tubercidicus (A19), Streptomyces
viridochromogenes (A27), Trichoderma asperellum (Ta), Trichoderma harzianum (Th)

y Trichoderma longibrachiatum (Tl).
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El antagonismo fue del tipo 1 para A27 donde el crecimiento del hongo fue nulo
(0 %) y tipo 2 para A7 y A19 donde el crecimiento radial fue de 1 a 25 %. Nuestros
resultados difieren con los obtenidos por Dévila et al. (2013), ya que al evaluar in vitro
aislados de Streptomyces sp. contra hongos fitopatbgenos como Alternaria sp.,
Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Colletotrichum sp., reportaron inhibiciones menores al

62 %, donde la mayor inhibicién la registraron contra Colletotrichum sp.

La capacidad antifungica de nuestras cepas evaluadas pudo deberse a la
produccion de algun antibiético por parte de las cepas de Streptomyces (De Lima et
al., 2012; Atta, 2015; Pathalam et al., 2017). Al respecto Srividya et al. (2012)
mencionan que uno de los mecanismos de biocontrol de Streptomyces es mediante la
produccion de enzimas micoliticas principalmente quitinasa y p-1, 3 glucanasa asi
como celulasa, lipasa y proteasa. En un estudio realizado por Savarana et al. (2014)
encontraron que el principio activo de la cepa SCA 7 de Streptomyces sp. fue el
compuesto 2,4-bis (1,1-dimetiletil) fenol. En el mismo sentido Shaik et al. (2017)
encontraron tres aislados de Streptomyces con actividad antifangica los cuales
producian los metabolitos bioactivos alpha amilasa, lipasa, proteasa y celulasa. Atta
(2015) encontré que S. torulosus produce tunicamicina, un antibidtico de amplio
espectro contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, y de hongos unicelulares

y filamentosos.

Las tres cepas de Trichoderma también mostraron potencial antifungico in vitro
al inhibir a C. theobromicola hasta en un 92.27 %, siendo T. longibrachiatum la cepa
mas efectiva, seguida de las cepas T. harzianum y T. asperellum con inhibiciones del
83.33 y 80.48 %, respectivamente. Las tres cepas de Trichoderma mostraron
antagonismo tipos; 1 para T. asperellum y T. harzianum (es decir el antagonista ocup6
completamente la superficie de la caja cubriendo totalmente al patégeno) y 2 para T.
longibrachiatum (donde el antagonista sobrepas6 las dos terceras partes de la
superficie de la caja). Trichoderma se ha propuesto como un agente potencial de
control biolégico de Colletotrichum spp., debido a su rapido crecimiento y a la actividad

de sus enzimas liticas como quitinasas, endoglucanasas y exoglucanasas (Hoyos et
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al., 2008; Rodriguez y Veneros 2011; Sanmartin et al., 2012; Vargas et al., 2012).
Pelaez et al. (2016) reportaron un 91 % de inhibicion in vitro del crecimiento de C.
gloeosporioides por T. asperellum, ellos también observaron un sobrecrecimiento en
el fitopatdgeno. Ademas, los mismos autores encontraron un efecto sinérgico en el uso
integrado de T. asperellum y una dosis baja del fungicida captan 50® (0.1 g L) lo que

condujo a la inhibicién del crecimiento in vitro de C. gloeosporioides en un 99 %.

El potencial antifungico (inhibicion in vitro >80 %) de nuestros aislados de
Trichoderma, superan hasta cuatro veces los valores reportados por De la Cruz et al.
(2018), quienes encontraron inhibiciones in vitro de 9.5, 22.5y 21.9 % por cepas de T.
harzianum, T. asperellum y T. longibrachiatum, respectivamente. Ghosh y Chakraborty
(2012) demostraron el potencial in vitro de cepas de T. viride como agente de control
bioldgico de C. gloeosporioides, ellos encontraron que las esporas de Trichoderma se
adhieren a las paredes de C. gloeosporioides y las contraen. Al respecto, Vargas et al.
(2012) al evaluar la actividad antagonica in vitro de cepas de T. longibrachiatum, T.
asperellum y T. harzianum contra Colletotrichum sp., encontraron que el 33.33 % de
sus cepas mostraron un porcentaje de inhibicién superior al 70 %, destacando las

cepas de T. asperellum.

Mientras que Sanmartin et al. (2012) encontraron cepas de T. asperellum con
inhibiciones in vitro contra C. gloeosporioides superiores al 55.5 pero menores al 66.8
%, esta actividad antagbnica fue correlacionado con la produccion de enzimas
quitinoliticas y celuloliticas. En un estudio realizado por Rodriguez y Veneros (2011),
encontraron que las hifas de T. harzianum cubrieron y degradaron (micoparasitismo)
las hifas de los patégenos (R. nigricans, C. gloeosporioides, A. alternata, S. lycopersici,

F. oxysporum, L. thebromae.

Evaluacion in vitro de fungicidas: La susceptibilidad de C. theobromicola a
los siete fungicidas evaluados fue variable, ya que Canelys®, Hidrocu® PH y SCORE®
250 EC inhibieron el 100 % del crecimiento del hongo con sus tres dosis; Pull75WG®
inhibié el 100 % con la D2 y D3; Switch® 62.5 WG mostré resultados de 93.1 a 98.67
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%; Excitri® mostré inhibiciones de 47, 77 y 98 % con las dosis D1, D2 y D3,
respectivamente; Maxtrobyn® mostr6 los valores de inhibicion mas bajos (68.44, 71.60
y 65.05 %) contra C. theobromicola con las dosis D1, D2 y D3, respectivamente
(Figura 2). Los fungicidas Canelys® e Hidrocu® PH, demostraron un alto potencial in
vitro contra C. theobromicola por lo que podrian ser una alternativa viable para el
control de antracnosis en condiciones de campo, debido a que son considerados como

amigables con el ambiente, ademas de ser de bajo costo.

] [1 Dosis 1
100 9 mm T e - [ Dosis?2
3? S [0 Dosis 3
~— 90 -
® ]
T 80 -
i : Tt
.g 70 = A
@ ] E3
E 60
.g 50
5 5 T
) =
© 40 ]
S 30
L ]
pe 20 -
e ]
[ e ]
- 10 =
0 ] 1 I 1 ] ] ] 1
© o © © @
< : i
&y & & & e & ¢
&S §F ¢ & ¢ ¢
L) Q\) Gj“ @‘b

Figura 2.- Inhibiciébn in vitro del crecimiento radial de C. theobromicola por fungicidas
comerciales. Las dosis evaluadas estan en funciéon a la dosis recomendada por el
fabricante, (D1) dosis baja que consisti6é en lamitad de ladosis recomendada; (D2) dosis
media que consistio de la dosis recomendaday (D3) dosis alta que consistio de la dosis

recomendada mas la mitad de esta.

Gaviria et al. (2013) obtuvieron resultados similares con Score 250° EC

(difenoconazol 100 ppm) y Kocide® 101 (hidréxido de cobre 2460 ppm) con el 100 %
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de inhibicién in vitro de C. gloeosporioides y C. acutatum. Mientras que los valores
obtenidos con Amistar® 50 WG (azoxystrobin 63 ppm) no fueron diferentes ya que
fluctué de 38.75 a 70 %. Al respecto, Linu y Jisha (2017) evaluaron tres fungicidas
(carbendazim, 0.05 %, mancozeb, 0.2 % y azoxystrobin, 0.1 %) in vitro contra C.
capsici y obtuvieron porcentajes de inhibicion de 64.12, 73.47 y 62.21 %,
respectivamente, donde la inhibicion de azoxystrobin fue similar al obtenido en nuestra
investigacion. Zavala et al. (2005) al evaluar el efecto in vitro de azoxystrobin contra
C. gloeosporioides reportaron una inhibicion menor (59.8 %) al encontrado en nuestro
estudio, mientras que al evaluarlo in vivo en el control de C. gloeosporioides solo redujo

la severidad de antracnosis en papaya en un 20.35 %.

Por otra parte, en estudios in vivo de algunos de estos fungicidas como
azoxistrobina en mezcla con ciproconazole a una dosis de 50 g/100 L se ha reducido
la incidencia (por debajo del 25 %) de antracnosis en frutos de mango poscosecha
causada por C. gloeosporioides (Arias y Carrizales, 2007). En otro estudio realizado
por Pérez et al. (2015) reportaron un 100 % de proteccion de las hojas Sansevieria
trifasciata var. Hahnii de la antracnosis causada por C. sansevieriae, al aplicar
azoxistrobin. Mientras que en frutos de papaya maradol, azoxystrobin mostré un 87.5
% de efectividad en la reduccion de la severidad de C. gloeosporioides (Santamaria et
al., 2017).

Conclusiones

Ambos grupos de antagonistas mostraron potencial de biocontrol in vitro por lo
que podrian ser candidatos potenciales para ser evaluados en el control de antracnosis
en inflorescencias de guanabana en campo. La cepa A27 de Streptomyces inhibid por
completo el crecimiento in vitro de C. theobromicola. Las cepas de Trichoderma
inhibieron a C. theobromicola en valores superiores al 80.48 %.

Los fungicidas Canelys®, Hidrocu® PH y SCORE® 250 EC fueron los mas
eficaces al inhibir por completo (100 %) el crecimiento in vitro de C. theobromicola.

ExCitri® y Maxtrobyn® fueron los menos efectivos, sin embargo, mostraron porcentajes
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de inhibicion superiores al 47.43. Con base en estos resultados, los fungicidas
Canelys®, Hidrocu® PH, SCORE® 250 EC, Pull75WG®y Switch® 62.5 WG podrian ser
una alternativa potencial para el control quimico de antracnosis en campo como parte

de un esquema de manejo integrado.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES GENERALES

Las condiciones de alta humedad (90-100 %) en el periodo de humedo
favorecen el desarrollo y proliferacion de C. theobromicola incrementando la incidencia
de antracnosis en guanabana hasta en un 70 %, caso contrario para el periodo seco,
donde se registraron los valores mas bajos, debido a la quiescencia del hongo. El
hongo causante de antracnosis en las inflorescencias de guanabana en Nayarit,
México fue C. theobromicola aislado de la huerta “El Tonino 2” de Compostela, Nayarit,

México, siendo este el primer registro de esta especie para guanabana en México.

Los tres grupos de antagonistas mostraron potencial de biocontrol in vitro por lo
gue podrian ser candidatos potenciales para ser evaluados en el control de antracnosis
en inflorescencias de guanabana en campo. La cepa A27 de Streptomyces inhibid por
completo el crecimiento in vitro de C. theobromicola. Las cepas de Trichoderma
inhibieron a C. theobromicola en valores superiores al 80 %. Mientras que las cepas
de Bacillus mostraron porcentajes de inhibicion de C. theobromicola variables de 62.51
a 74.46 %.

Los fungicidas Canelys®, Hidrocu® PH y SCORE® 250 EC fueron los mas
eficaces al inhibir por completo (100 %) el crecimiento in vitro de C. theobromicola.
ExCitri® y Maxtrobyn® fueron los menos efectivos, sin embargo, mostraron porcentajes
de inhibicion superiores al 47.43. Con base en estos resultados, los fungicidas
Canelys®, Hidrocu® PH, SCORE® 250 EC, Pull75WG® y Switch® 62.5 WG podrian ser
una alternativa potencial para el control quimico de antracnosis en campo como parte

de un esquema de manejo integrado.
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